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核酸効果1吻 研究に 端を発 して 着手 さ れ た 溶連菌 に
よる実験的制が ん 研究は , 越村 ら2Iに よ り溶連菌 に制が
ん能があ る こ とが 実証さ れ て 以来, 数多 く の 実験が行
なわれ , や がて 抗腫瘍性溶連薗製剤 P C･B-453州 の 創製
に まで発展す る に 至 っ た . こ の 間に もた らさ れ た 多く
の 知 見 の 中 に は , 溶 連 薗 に よ る 制 が ん 効 果 は
Streptolysin S(S L S)産出能 を有する溶連薗 に の み
みと め られ , Str eptolysin O 産出能 が あ っ て も S L S
産出能を欠く溶連菌 で は 制 が ん 効果 は み と め ら れ
ず
5I
, S L S産出能 を有す る溶連菌で も ブ ド ウ糖 加培地
で 培養する と SLS 産出能も制が ん 能 もな く な る こ と6)
並びに 酵母核酸加 ブイ ヨ ン 培地で 培養さ れ た溶連歯で
はS LS産出能も制が ん 効果も強い こ と6)な どが 報告 さ
れて お り . 溶連 菌の S L S産出能と制が ん能 とが 密接な
関係に あ る こ とが 示唆さ れ て い る . か く て S L S産出能
を増強す るよ う な条件が開発さ れ れ ば 溶連菌の 制が ん
能も増強さ れ る と の 見地か ら , 培養時に お け る オ キ サ
ル 酢酸の 溶連薗の S L S産出能並 びに 制が ん 能 に 対 す
る影響が検討さ れ た .
t･ オキサ ル 酢酸の溶連菌S L S産出能に対する影響
に関する実験
S L S産出実験 は従来培養法Iと 静薗法 相 の 2 方 法 に
よ っ て 行 な わ れ て い る が , わz u∫け 0 法 並 び に ′〃
由 r o-i乃 び′u o法 に よ る制が ん実験で の 溶連歯の が ん
細胞に 対す る作f削ま, 静商状態下で の 作 用で あり , ま
た溶連菌の S L S産出能の 有無強弱に つ い て は 静 薗状
態で 判定す る の が 適当で あ る の で , S LS産 出実験 は
各種培地で 培養され た溶連薗に つ い 静薗法で 行 なわ れ
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た ･ ま た 普通 ブイ ヨ ン 培養溶連薗 に 比 し て R Na se_
C O r eあ る い は R N A加 ブイ ヨ ン 培養溶連菌 の S L S産
出力が強い こ と6加 報告さ れて い るの で . まず オ キサ ル
酢酸加 ブイ ヨ ン , つ い で オキ サ ル 酢酸 ･ R Na s e- C O re加
ブ イ ヨ ン 培養溶連菌に つ い て SLS 産出実験 が 行 な わ
れ た .
実験材料並びに実験方法
11 溶連薗 : 教室保存の 溶連菌 Su 株 (Ty pe 3,
A T C C 21060) ( 以下単に Su 菌と も略記) を使軋
2･ R Na s e c o r e( 以下単に c o r eと も略記): C O r e
は大体 Be r nheim e r法別に 準 じて酵母核酸の R NaseI
消化液か ら30% ア ル コ ー ル 沈澱で 分離 した 画分 を用
い た ■ C Or eの 10%水溶液を ミ リ ポア フ ィ ル タ ー で 濾
過 滅菌し た濾液を原液と して 氷室 に保存し , 実験 に は
原液あ る い ほ そ の 稀釈液 を使用 した .
3 ･ オ キサ ル 酢酸 : オヰ サ ル 酢酸 の 10 % 水溶液
( 庚敢ソ ー ダ水溶液 に て pH7.0 に 調整)を ミリ ポ ア フ
ィ ル タ ー に て 濾過 滅菌し たも の を原液と し て 氷室に 保
存し , 実験に は そ の 稀釈液を使用 した .
4･ 培地の 調製 : 実験 には 次の 4系列の 培地 を用
意し , Su 薗の 培養 に用 い た .
1 )普通 ブイ ヨ ン(pH7.4)27 最+ オキ サ ル 酢酸稀
釈液3mエ.
2) 普通ブ イ ヨ ン 24m 什 オ キ サ ル 酢酸稀釈 3 山十
C O r e原液ま た は稀釈液3 m⊥
3) 普通ブイ ヨ ン 27mL+ c o re 原液 ま た は 稀釈液
3 m上
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4) 普通 ブイ ヨ ン 30 mエ
5･ 静商法に よ るS LS産出実験 : 前記培地 に Su
薗の 普通 ブ イ ヨ ン 培養液0.3 m ほ 接種 し , 37
0
c で 18
時間培養し た の ち冷却遠心し , 沈 澱生 菌体 を冷0.85
% 食塩水 で 2 回 遠 JL､洗 浄し , 洗浄菌 を 1.5 山 の
Be r nheim e r
'
s Ba sal Med iu m 〔B B M: Malto s e
675m g,20 % K H2P O4 (NaO Hで PH7.0 に 調 整)6
mL, 2 % MgS O4 ･ 7 H20 12mL, 蒸潤水66 mL〕 に 浮
遊 し た . つ い で . Su 薗B B M浮遊液1 mいこ0 .5 %c o re
B B M液1 爪ほ 加え て 37
0
c に 2時 間静置 した の ち , 冷
却遠尤､して え られ る 上清液 に つ い て 溶血力試験 を行 な
う .
6･ 溶血 力試験 : 披検上清液の 0.85 %食塩水に よ
る 1mエ宛 の 倍下稀釈液列 を作製 し , 各管に 3 % ウ サ ギ
脱線維血球浮遊液1 m ほ 加え て 370c に 2 時間静置後.
各管の 遠心上清液 につ い て O D540n m で の 吸 光度 を
測定 して 披検上清液の 溶血力 を 50% 溶血単位 H Uで
表示 した .
実 験 成 績
各種培地 で 培養 さ れ た Su 薗 に よ る 静 薗法 で の
S L S産出実験の 結果 は蓑1及 び表2 に 示さ れ て い る .
す な わ ち , 普通 ブイ ヨ ン に オ キ サ ル 酢酸を各種濃度 に
加え た 培地 で 培養し た Su 薗 に よ るS L S産出は , 蓑1
に 示さ れ て い る如く , オ キ サ ル 酪酸の 付加濃度が0.1
% で 5.920H U/皿 は 普通 ブイ ヨ ン 培養菌の 4.736H U /
扉 より 強い 溶血力で あ っ たが . 付加濃度 が0.2% 及 び
0.4% で は溶血力は 2.442 H U/ 扉 及び 2.200H U/ 混 と
減少 した . っ い で オ キ サ ル 酢酸付加濃度を0.1 %と 一
定 に し, C O r eを 各種濃度 に 加え た 0.1 % オ キサ ル 酢
酸 - C O r e加 ブイ ヨ ンで 培養 した Su 薗に つ い て 行 な わ
れ た S LS産出実験 の成績 は , 表2に 示さ れ て い る 如
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く , C O re付 加濃度が 1 %t O .5% , 0.2 %及 び0%
で は溶血力は そ れぞ れ1 2.320 H U/ mL , 18.944 H U/mL
及 び7･42 4H U/ mエで t 付加濃度が 0.5 %で 最 も強い溶
血 を示し た . こ れ と 平行 して 行な わ れ た c o r eの みが
付加さ れ た co r e加 ブ イ ヨ ン 培養菌に よ る S L S産出実
験で は , C O r e付加濃度が 1 %, 0 .5 %及び 0.2%で
は溶血力は そ れ ぞ れ23.68HU/ mL. 10.752 H U/ m扱
び7･120 H U/ 山 で , 付加濃度が 0.5 %で 最も強い 溶血
力 を示 した .
以 上 の 成績か ら 0.1 % オ キサ ル 酢酸十 □.5 % c o re
加 ブイ ヨ ン に よ る培 養S U菌の S L S産 出力が 最 も強
く , 普通 ブイ ヨ ン 培養Su 歯の 約4倍 , 0 .5 %co r e加
ブ イ ヨ ン 培養Su 歯の 1.8倍で あ っ た .
Ⅲ . オ キサ ル 酢酸の溶連薗制がん能に及ぼす影響に
関する実験
普通 ブイ ヨ ン 培養Su 歯 に 比 して 0.1 % オ キ サ ル 酢
酸-0.5 %c ore加 ブイ ヨ ン 培養Su 歯の S L S産出力
が 強い こ と が 実証 さ れ た こ と に もと づ き, 0.1 % オキ
サ ル 酢酸 - 0 .5 % c o re加 ブイ ヨ ン 培養 Su 歯 に よる
CI R試験9J(Cell inju ring r e a ctio n) 及 びin uiiro一
拍= カ机穴法制が ん 実験 が行 なわ れ た .
実験材料並びに実験方法
1. 実験動物 : d d系マ ウ ス (堆 , 体重18～ 22g)
を使用
2. が ん 細胞浮遊液 : エ ー ル リ ッ ヒ腹 水が ん 細胞
を マ ウ ス腹腔内に 接種し て 10 日目の 腹水を採取し ,遠
Table 2 Co mpa rativ e e xpe rim e nts of Str epto
-
1ysin S fo r ming a ctivity of r e sting c ells of
he m olytic str epto c o c ci gr o w nin v a rio us
c ultur e m ediu m
Exptl.
Co c cigr o w nin
m e at･infusion
br oth c ontaining
Streptolysin S
fo r m atio nby
r e sting c ells in
0Ⅹala c etic R Na s e･S erle S the pre senc e of
a cid C O re 0.1% R Na s e･C Ore
in ( %) in ( %) (H U/ml)
6 0.1 0 7,424
2 0.1 0.2 10,240
3 0.1 0.5 18,944
4 0.1 ロ 12,320
5 0 0.2 7,120
6 0 0.5 10,240
7 0 ロ 2,368
8 0 0 4.736
オ キ サ ル 酢酸の 溶連菌産出能 と制が ん 能
心に よ っ て 分離 した が ん 細胞 を0･85 %食塩水 で 2 回
洗浄し たの ち , 洗浄が ん細胞を用 い て 次の 2 種類の 浮
遊液を用意す る .
1) が ん 細 胞 Dulbe c o A 浮 遊 液 (D B A浮 遊
液) : 洗浄が ん 細胞 を Dulbe c o A 液 (NaC1 8g.
KC1 2.Og, Na2HPO4 ｡ H20 2.9g, K H2P O40 .2g∴誌
潜水800mL) に 浮遊 させ て 10
7
c ells/ mLの DB A浮
遊液を用意し , CI R試験 に 用い る .
2) が ん細胞-B B M浮遊液(B B M浮遊液) : 洗浄が
ん細胞を B B M液に 浮遊さ せ て 3.4 ×､10
7
c e11s/ mL
の が ん細胞-BB M浮遊液 を 用意 し , ∫乃 り∫け 0 一～乃




1)Su 計 D B A浮 遊液 : 0.1 % オ キサ ル 酢 酸 -
0 .5 %c o r e加 ブイ ヨ ン 50mLに Su 菌の ブイ ヨ ン 培
養液0.5m ほ 接種 して 370c で 20時間培 養 し た の
ち , 培養液 を冷却遠心し ∴沈澱生菌体を冷食塩水で
2回洗浄し たの ち 5mエの D B A液に 浮遊し た も の を
原液とし . CI R試験 に は原液及 びそ の 稀釈液 を用 い
た. 対照と して は普通 ブイ ヨ ン 50mlに 培養し た Su
歯を前記と ど う よう に し て 用 い た .
2)P C-B-45 (O K-431) : 岡本 ら3)4Jの 方法 に よ っ
て つ く られ た . す なわ ち , 0.1 % オ キサ ル 酢酸 -
8.5 %c o re加 ブ イ ヨ ン 100mLに Su 菌 の ブ イ ヨ ン
培養液1mエを接種 し て 37
0
c で 20時間培養 し た の
ち 仁 培養液を 袷去口遠心 し ∴沈澱生菌体を冷食塩水 で
2回洗浄 した の ち 5 山の BB M液 に 浮遊さ せ る . こ
の Su 薗B B M浮遊液5mLに 200,00 U/1.25TnLの ペ
ニ シリ ン G 液1 血 を加え て 370c に 20分間静置 し
た の ち 更に 45
0
c に 30分間静置 し て P C-B-45 (O K-
431)を作製す る . こ れ を原液と し て その 稀釈液を 摘
U か 0 一拍 uル 0 法制が ん実験に 用 い た . 対韓と し て
は普通 ブイ ヨ ン 培養Su 菌 より作製 さ れ た O K-431
が用 い ら れ た .
4. 制が ん実験
1) CIR試験 : 清水ら別の 方 法 に よ っ て 行 な わ れ
た . す な わ ち
a)Su 薗-D B A浮遊液1mL十 が ん 細胞 D B A浮
液1m⊥
b) Su 薗一D B A浮遊液1rnL十 D B A液ImL
C) が ん 細胞-D B A浮遊液1 nL+ D B A液 1mL
d) が ん 細胞～DB A浮 遊 液 1 rnL + HgCl2 液
(250〟g/ 山 D B A) 1 m⊥
e) HgC12 液 (250FLg/ mL D B A)1 nL+ D B A l
m⊥
の 5系列を用意 し , 37
0
c で 2時間静置後. 冷却遠心
45 5
し て え られ た 各管の 上清液を DB A液で 5 倍稀釈し
た もの に つ い て 260J川1 で の 吸光度 を測定 し て そ れ
ぞ れ の 実測値 A. B, C, D 及び E を求め . 下記 の 式 に
よ っ て が ん 細胞傷害度 (CI R値) を算出し た .
CIR催( % )ニ
A - (B+ C )
D - (D+ E)
×100
2) 玩 ひ抽 竹 石 = 血 Ⅶ 法制が ん 実験 : 0.1 % オ キ
サ ル 酢酸一 0.5 %c o r e加 ブイ ヨ ン培養 Su 菌及 び 普
通 ブ イ ヨ ン 培養 Su 顔の 各 O K-431 の 稀釈液2 mエに
が ん細胞B B M浮遊液2m ほ 混 じ . 37
0
c で 60 分間
静置 した の ち , そ の 混液0.5山 を各マ ウ ス の 腹腔内
に 注射 し, 60 日間観察した . 途 中死亡 した マ ウ ス は
剖検 に よ っ て そ の 死因を確か め . 60 日 間生存 し た
マ ウ ス に つ い て は屠殺後剖検し て 腫瘍浸潤の 有無 を
調 べ た .
実 験 成 績
溶連菌の が ん 細胞に 対する傷害作用実験 と して 行な
われ たCIR 試験の 成績 は, 蓑3 に 示さ れ て い る如く ,
普通 ブイ ヨ ン 培養 Su 薗の 原液で はCI R値 は 63% で
あり , 5倍稀釈液で 20% 及び 20倍稀釈液 で は 16 %
で あ るの に 対 し , 0 .1 % オ キサ ル 酢 酸 - 0.5 % c o re
加ブイ ヨ ン 培 養Su 菌で は , 原液 及 び 2倍稀釈液 で
100 %, 5倍及 び10 倍稀釈液で そ れ ぞれ 74 %及 び
54 %, 20倍 稀釈液で も 45 %で あ っ た .
∫托 Ufけ 0 -∫れ ぴiぴ0 法 に よ る制がん 実験の 成績 ほ , 表
4に 示され て い る如く , 0.1% オ キ サ ル 酢酸 - 0 .5 %
c o re加 ブイ ヨ ン 培 養Su 薗 の O K-4 3 1で は . 5 倍 及
び10倍稀釈液で 1 群5匹の マ ウ ス全部がが ん 細胞移
植後SO 日 を経て も 健常 に生存し , 20倍稀釈液で も 5
匹申2匹が建常に 生存 した の に 対し . 普通 ブイ ヨ ン 培
養 Su 薗の O K-431で は . 5倍及 び 10倍稀釈液 で 60
日を 経て も健常 に 生存 した の は 一 群5匹の マ ウ スの う
ち3 匹で あ り . 20倍 稀釈液で は 一 匹の み が 生存 し た
Table 3 Co mpar ativ e CI Rte st with he m olytic
str eptoc oc c lgrO W nin diffe r e nt c ultu re m ediu m
'■1-■▲~■W -て
Co c ci gro wn in
0.1% oxala cetic
a cid-0.5% R Na s e
C O rebr oth(pH 7.4)
ト
CIRv altle S
】 Dilutio n ofc o c ci







456 木越 ･ 林 ･ 上野 ･ 倉 ･ 正 印
が . 剖換に よ っ て 腫瘍が み と め ら れ た .
考 察
制が ん 性溶連菌で は S LS産出能 と制が ん 能 と が 密
接 な関係 に あ る こ と が 越村 ら5I及 び 岡本 ら6Iに よ っ て 示
さ れて お り . 溶連菌の S L S産出力増強化 は制が ん 能の
増強化 に もな る こ と も示唆さ れ て い る こ とか ら , ま ず
オ キ サ ル 酢酸の 溶連菌 S LS産出力に対す る 影響 が検
討 さ れた . そ の 結果 オ キサ ル 酢酸 を0.1 %に 普通 ブイ
ヨ ン に付加し て 溶連菌を培養する と , 同菌 の S L S産出
は普通 ブイ ヨ ン 培養菌の 約1.2倍 と な り , オ キ サ ル 酢
酸と c o re を そ れぞ れ 0.1 %及び0.5 % と共 に 付加 す
る と S L S産出は約 4倍 にな っ た . こ れ に 対 し 0.5 %
CO r e加 ブイ ヨ ン 培養菌 に よ る S LS産出は普通 ブイ ヨ
ン培養薗の 2 倍 で あ る こ と か ら , オ キ サ ル 酢 酸 と
C O r eを共 に 付加す る こ と に よ るS LS産出力増強作用
は両物質 の 相剰的作用 に よ るもの と 考え ら れ る . しか
し そ の 作用機序に つ い て は不明で あ る .
一 方 , 制が ん 実験 で の CI R試験 にお け るが ん 細胞傷
害作用 は S L S産出力の 増強 と平行 して 増 強 さ れ て い
る が =南 朝 如 甘 木 = 両 用 津で の 制が ん 作用 は S L S産
出力あ る い は細胞傷害作用 ほ ど増強さ れ て い な い . こ
れ は C王R試験が試験管内に お け る溶連菌 の が ん 細胞
に 対す る作用で あ る た め溶連菌 の が ん 細胞傷害作用 が
あ る て い どそ の ま ま 実験成績 に 反映 さ れ る の に 対
し , i乃 如 け 0 ･ 玩 びね0 法 で の 制が ん 作用 は 試験 管内
に お け るが ん 細胞に対す る作用 と生体内で の 作用の 2
つ より成 り , ま た P C･･B･45(O K-431及 び O K-43210 岬)
に は , 桜井 ら川 加 持指 し て い る よう に ,が ん 細胞 に 対す
る直接作用 と宿主介在作用 の 2 つ が あ る こ と な ど か
ら , P C-B-45 に よ る ∫乃 U か 0 一 拍 u毎 0 法実験 で はt溶
連 菌の が ん細胞傷害作用が増強さ れ て もそ れ が そのま
ま 制が ん効果 に反映さ れ な い た めg柁 Ui£r o一∫れ 再び8
法で の 制が ん効果 は CI R試験 で の 制が ん 効果 は ど増
強さ れ な い も の と推察さ れ た .
結 論
オ キ サ ル 酢酸及 び R Na s e- C O r eの ブ イ ヨ ン 培養時に
お け る溶連薗の S L S産出能並び に 制 が ん 能 に 対す る
影響が検討さ れ た . そ の 結果0.1 % オ キ サ ル 酢酸- 0.5
% R Na se･ C O r e加 ブイ ヨ ン で 培養 さ れ る と 溶連菌の
S L S産出力 は増強し , 制が ん 能も増強す る こ と が実証
さ れ た . ま た , S LS産 出能と制が ん能 が密接 な関係に
あ る こ と も確認さ れ た .
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A bs t r a ct
As itw asde m o n strated that the re w as a clo se relatio nbetw e en str eptolysin S (SLS)
forming ability a nd a nticancer ability of he m olytic str epto co c ci, eXperim e nts o nthe
effe ct of o x ala cetic acido nS LS fo r ming activity and a ntica n c er activity w e re c ar ried
Out.
SLS for ming activityin the resting c ell system of he m olytic str epto c oc ci, Which
w ere c ultiv ated in O.1% 0 Ⅹalacetic acid-0.5% RNase- C O r e r n e at-infusio nbr ot h(pH
7.4), W a S4 tim es aspote nt asthat ofthe c o cci, Which w ere cultiv ated in m eat-infu sio n
br oth, a ndthe a ntic a n cer a ctivityin c ellinjuring re actio n(CIRtest) als oi hcre ased as
w ella sthe S L S for ming activity. T he a ntic a nc er activityin the i柁 Vitr o･in viv o a ss ay
SyStem in c re as ed, but the e nha n ce m e nt ofits activity w as n ot s o str o ng asthat of the
a ntic an c er activityin CIRtest.
